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utilisation de coliagdne r6ticul6 par un agent de r6ticulation pour la fabrication d'une membrane suturable, 
biocompatible, k resorption lente, ainsi qu'une telle membrane. 



\§f) L'Invention conceme rutilisation de collagene reticule 
p5ur la fabrication d'une membrane suturable, biocompati- 
ble a resorption lente. 

Comme collagene. it peut s'agir de collagene natif en 
particuiier de type I ou de type III, d'atelooollagene ou un 
melange de collagene ou d'atelooollagene avec un glyco- 
saminogtycanne. 

Cette membrane est suturable. biocompatible et d r^ 
sorption lente. ce qui pemrtet de TutOiser pour realiser une 
r6g6n6ration tissulaire guid6e. 
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Utilisation de collagfene reticule par un agent de reticulation 
pour La fabrication d'une membrane suturabLe^ biocompatible^ a 
resorption Lente^ ainsi qu'une telle membrane. 

L" invention concerne essentiellement I'uti Lisation de 
05 colLagene reticule par un agent de reticulation pour la fabrication 
d'une membrane suturable, biocompatible, a resorption lente, ainsi 
qu'une telle membrane. Une telle membrane peut etre avantageusement 
utilisee pour la regeneration tissulaire guidee. 

Le concept de regeneration tissulaire guidee a ete recem- 
10 ment developpe par Nieman et impLique en pratique I'usage d*un 
materiau biocompatible capable de separer in vivo deux populations 
cellulai res- 

Le principe en est le suivant : 

lorsqu'un espace vide est menage au sein d*un tissu 
15 vivant, celui-ci est comble par la lignee cellulaire adjacente a ce 
vide la plus rapide a se multiplier, sauf si I'acces est volontai- 
rement limits a un unique type cellulaire qui alors colonisera seul 
le vide a combler. 

Ce principe est mis S profit dans la regeneration tissu- 
20 laire guidee pour orienter la reparation des tissus leses dans le 
sens souhaite par le clinicien. 

Ainsi, par exemple, dans le cas de la parodontologie, il 
est tres difficile d'obtenir une reparation du tissu ligamentaire 
periradiculaire lorsque celui-ci a ete lese. En effet, lors des 
25 processus de cicatrisation du parodonte, I 'epithelium se regenere 
plus rapidement que le ligament et il a tendance a prendre la place 
de celui-ci- 

La technique de regeneration tissulaire guidee utilisee 
dans ce cas consiste h isoler la zone normalement occupee par le 
30 ligament, de fapon a la rendre inaccessible a I 'epithelium. Cette 
operation peut etre realisee a I'aide d'un materiau biocompatible 
implante dans les tissus. La description d"un tel materiau fait 
A'objet de la present e invention. 

A ce jour, deux types de produits sont connus pour etre 
35 utilises dans le but de cette regeneration tissulaire guidee. 
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On connait tout d'abord Les membranes de polytetraf Luoro- 

R 

ethytLene expanse commercialisees sous la marque Gore-Tex , qui ne 
sont pas resorbables. Elles ont I'avantage de demeurer intactes 
tout au long du temps de Leur implantation et remplissent ainsi 
parfaitement le role de barriere qu'elles ont a jouer, 

Toutefois, elles ne peuvent pas etre laissees en place 
indefiniment et elles necessitent deux interventions chi rurgicales^ 
une premiere pour poser le raateriau, une seconde six a 
huit semaines plus tard, pour le dSposer une fois le phenomene de 
regeneration initie. 

D' autre part, les membranes resorbables composees de 
collagene ou d'autres polymeres comme les polyglycolates ne neces- 
sitant pas d' Intervention d'ablation car elles sont eliminees par 
resorption. 

Cependant, Leur temps de resorption est relativement 
court et elles ne permettent pas dans tous les cas d'initier une 
regeneration suffisante car elles demeurent intactes trop peu de 
temps. 

La presente invention a done pour but de fournir un 
nouveau materiau de membrane de regeneration tissulaire guidee qui 
soit suturable, biocompatible et a resorption lente. 

La presente invention a encore pour but de fournir un 
procede particuLier de fabrication du materiau de base de telles 
membranes. 

La presente invention permet de resoudre ce probleme 
technique pour la premiere fois, d'une maniere simple, fiable, peu 
couteuse, utilisable a I'echelle industrielle et medicale. 

Ainsi, selon un premier aspect, la presente invention 
fournit une utilisation de collagene reticule par un agent de reti- 
culation pour la fabrication d'une membrane suturable, biocompa- 
tible a resorption lente. 

Selon une variante de realisation, le taux de reticula- 
tion est tel qu'il apparait une augmentation d'au raoins 15^C dans 
la temperature de denaturation du collagene par rapport au 
collagene natif,. et encore mieux d'au moins 20°C, 
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L^agent de reticulation peut etre choisi parmi tout agent 
de reticulation de collagene connu. II peut par exemple s'agir 
d*une aldhehyde comme une dialdehyde^ en particulier la glutaral- 
dehyde. Mais^ de preference, L* agent de reticulation est cons- 
05 titue par le diphenylphosphorylazide (en abrege DPPA>. 
Contrairement a la plupart des autres agents reticulants, le DPPA 
induit la reticulation et ne se fixe pas sur le materiau. 

Le procSde de reticulation lui-meme est bien connu d 
I'homme de I 'art. Pour un procede de reticulation au DPPA, on peut 
10 se reporter a une demande ant^rieure du deposant publiee sous le 
n° FR-A-2 645 870, qui est incorporee ici par reference. 

Comme collagene, on peut utiliser du collagene natif, en 
particulier de type I ou de type III. 

Selon une variante de realisation particuliere, on peut 
15 aussi utiliser de I'atelocollagene, bien que cela soit moins 
prefer^. 

Selon un autre mode de realisation particulier, on uti- 
lise un melange de collagene ou atelocollagene et de 
glycosaminoglycannes, ce melange etant reticule par I 'agent de 
20 reticulation. 

Selon une variante de realisation part iculierement avan— 
tageuse de L "uti lisation selon I' invention, on peut fabriquer une 
membrane mixte comprenant une couche de collagene reticulee et une 
couche de melange collagene ou atelocollagene- 

25 glycosaminoglycannes, ces deux couches etant reticulees par 
I'agent de reticulation precite. 

Selon une autre variante de realisation avantageuse. La 
membrane precitee est realisee poreuse en ayant ainsi I'aspect 
d'une eponge en ayant ete preparee par une etape de lyophi lisation 
30 d'un gel de depart. 

Selon un deuxieme aspect, la presente invention couvre 
egalement une membrane suturable, biocompatible k resorption lente, 
comprenant du collagene, caracterisee en ce qu'elle comprend du 
collagene reticule par un agent de reticulation. 
35 Selon une variante de realisation, le taux de reticula- 
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tion est prevu pour obtenir une augmentation d'au moins 15^C dans 
La temperature de denaturation du coLlagene reticule par rapport au 
coLLagene natif, encore mieux d*au moins 20^C, agent de 
reticulation prefer^ est le diphenylphosphory Lazide, en abrege DPPA. 

SeLon une variante de realisation avantageuse^ le col la- 
gene est un collagene natif de type I ou de type III. 

Selon une autre variante de realisation, le collagene est 
de I'ateiocollagene. 

SeLon une autre variante de realisation, le collagfene ou 
L'ateLocoLLagene est melange a un glycosaminoglycanne avant 
reticulation de L 'ensemble par I'agent de reticulation precite. 

Selon une autre variante de realisation particuliere de 
la membrane, celle-ci est poreuse notamment en ayant ete preparee 
par une etape de lyophi Lisation a parti r d'un gel de depart. 

Selon une autre variante de realisation, cette membrane 
comprend au moins deux couches, une premiere couche de collagene 
reticule et une deuxi^me couche d'un melange collagene ou 
at e loco 1 1 agene-g ly cosami nog lycannes • 

Comme glycosaminoglycannes, dans le cadre de la presente 
invention, on peut utiliser avantageusement un glycosaminoglycanne 
de structure, en particulier I'acide hyaluronique, le chondroit ine- 
4-sulfate, le chondroitine-6-suLf ate, le dermatane-sulf ate, 
L'heparane-sulfate, le keratane-sulf ate, I'heparine et ses derives, 
en particulier Les heparines de bas poids moleculaire compris entre 
environ 2 000 et environ 10 000. 

La proportion relative de glycosaminoglycannes relative- 
ment au collagene ou a I'atelocollagene est de preference comprise 
entre 18 et 25 %. 

Le melange du glycosaminoglycanne avec le collagene ou 
I'atelocollagene a lieu sous forme de solution. Par exemple, le 
glycosaminoglycanne est sous forme d'une solution aqueuse de glyco* 
saroinoglycannes contenant de 0,5 a 4 % en poids, plus particuliere- 
ment de 0,5 a 2 % en poids et encore de preference environ 1 % de 
glycosaminoglycannes. De roeme, le collagene ou I'atelocollagene 
peut etre sous forme d'une solution aqueuse ayant une concentration 
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entre 0,5 et 2 % en poids et encore de preference environ 1 % en 
poids de coLLag6ne ou d*ateLocoLLagene. La solution de coLLagene ou 
d*at6LocoLLagene peut etre preparee selon I 'invention par dissolu* 
tion de fibres de colLag^ne ou d'atelocoLlagene dans une solution 

05 aqueuse legerement acide. En particulier, il peut s'gir d'une solu- 
tion aqueuse d'acide acetique 0^1 M. 

On peut prevoir d'amener le melange de collagene^ ou 
d'atelocoLlagene, et de glycosami nog ly Cannes a un pH voisin de la 
neutralite et en particuLier a un pH compris entre 6,5 et 8. On 

10 peut utiliser a cet effet une solution aqueuse d'hydroxyde de 
sodium. 

Selon un troisieme aspect, la presente invention concerne 
un proced§ specif ique de preparation du coLlagene de depart. 

Ce procede comprend la preparation d*un gel de collagene 
15 caracterise en ce qu'on realise une coagulation de ce gel par un 
agent coagulant comprenant une solution ammoniacale ayant de prefe- 
rence un effet deshydratant . 

Selon un mode de realisation avantageux de ce procede de 
coagulation, la solution ammoniacale est une solution ammoniacale 
20 organique utilisant de I "acetone comme agent deshydratant. On 
observe en effet un effet de synergie par La combinaison acetone/ 
ammoniaque pour la coagulation du gel et pour I 'elimination de 
l*eau presente dans Le gel. 

On prefere une proportion reLative acetone/ammoniaque 
25 comprise entre 50/50 et 80/20 en volume, une proportion volumique 
encore particulierement preferee est 70/30 d* acetone/ammoniaque. 

SeLon une variante de realisation avantageuse, lorsque 
les quantites de gel a coaguler sont relativement importantes, on 
realise un renouvellement de la solution coagulante en cours de 
30 coagulation. 

Selon une variante de realisation particuliere, le gel 
est couLe a travers une filiere de section et de forme appropriee 
pour obtenir un geL coaguLe de forme appropriee. Lorsque la section 
de la fiLiere est rectangulai re, on obtient ainsi un film qui par 
35 la suite va constituer la membrane. 
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Le gel coaguLe obtenu peut ensuite etre soumis h une 
reticulation par I'agent de reticulation precite. 

D'autres variantes de realisation du precede apparaissent 
egaleraent en relation avec les aspects precedents de I 'invention. 

05 En particulier, le collagene peut etre du collagene natif, en 
parti culler de type I ou de type III, ou encore etre en pratique de 
I'atelocollagene, c"est-S-dire du collagene debarrasse de ses 
telopeptides. En outre, le collagene peut etre melange avec un 
g ly cosami nog Lycanne • 

10 On coroprend ainsi que L* invention permet d' about ir a tous 

Les avantages techniques determinants precedemment ^nonc^s ainsi 
qu'aux avantages techniques qui apparaitront a I'homme de l*art a 
parti r de la description explicative suivante de L' invention faite 
en reference a deux modes de realisation actuellement preferes de 

15 I 'invention donnes simplement a titre d* i I lust ration et qui ne 
sauraient done en aucune fapon limiter la portee de I 'invention. 
Dans les exemples, les pourcentages sont donnes en poids, sauf 
indication contra ire. 

20 Exemple 1 

Preparation d*une menbrane de collagene simple reticulee 
A • Extraction du collagene natif et preparation du gel : 

Un gel est prepare a parti r de peaux de veaux pr^alable- 
ment Lavees et epilees par un melange de chaux-sulf ure Cchaux : 
25 4 sulfure de sodium : 3 %) . 

Elle est ensuite dechauLee dans un bain contenant du 
chlorure d'aramonium (2 %) et du metalisulf i te de sodum (0,5 %). 
Elle est ensuite neutralisee, puis les sels sont elimines par deux 
lavages a I'eau. Elle est alors broyee, puis lavee par du tampon 
30 phosphate pH 7,8 (dihydrogenophosphate de potassium 0,78 g/l et 
monohydrogenophosphate disodique 21,7 g/l). Le phosphate est 
ensuite ^limine par deux lavages successifs a I'eau permutee. 

Le broyat est alors acidifi6 par une solution d'acide 
acetique a 10 %, la quantite d'acide acetique etant de 5 % par 
35 rapport au collagene. Le broyat est alors maLaxe afin d'obtenir une 
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pate homogene. Cette pate est ensuite diLuee pour obtenir un gel 
ayant une concentration de 0^75 % en coLLagene natif. 

B - Preparation du film 
05 Le gel obtenu est d^gaze sous vide puis couLe dans un 

bain coagulant & t ravers une fili^re rectangulai re dont la section 
a une hauteur de 0^5 mm. La solution coagulante est un melange 
acetone/ammoniaque CV/V 70/30) qui est renouvele tous les 250 ml de 
gel. 

10 Le film obtenu est alors seche a I 'air a temperature 

ambiante sur un support plastique en polytetraf luoroethylene. Une 
fois sec, le film est aisement decolle de son support. 

C - Reticulation du film 

15 Le film est alors place pendant 24 h a 4^C dans une solu- 

tion de dimethylformamide CDMF) contenant 0,5 % de diphenylphospho- 
rylazide CDPPA), la concentration etant exprimee en volume. Le DPPA 
est elimine de la membrane par rin^age dans une solution de tampon 
borate pH 8,9 (tetraborate de sodium 0,04 M, acide borique 0,04 M). 

20 La membrane est alors incubee pendant 15 h dans la solu- 

tion tampon borate pH 8,9, puis rincee 5 fois a I'eau desionis^e 
avant d'etre placee dans une solution de glycerol a 10 X- 

Elle est alors sechee a I'air et sterilisee par radiation 
Y a une dose de 25 kGy (kilogray). Les temperatures de debut et 

25 de fin de denaturation du collagene de cette membrane sot 
respect ivement 64 et 80^C. 

Exemple 2 

Preparation d'une nen^rane nixte de coLLagene 
gL/cosaminogLycanne reticule 
Extraction du collagene natif et preparation du gel 

Un gel est prepare a parti r de peaux de veaux prealable- 
ment lavees et epilees par un melange de chaux-sulf ure (chaux : 
4 %, sulfure de sodium : 3 %) . 
35 Elle est ensuite dechaulee dans un bain contenant du 
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chLorure d'ammonlum C2 %) et du metalisuLf ite de sodum (0^5 %> . 
ELLe est ensuite neutraL1s6e^ puis les seLs sont 6limin4s par deux 
Lavages a L*eau. ELLe est aLors broyee^ puis Lavee par du tampon 
phosphate pH 7^8 Cdihydrogenophosphate de potassium 0^78 g/L et 
05 monohydrogenophosphate disodique 21,7 g/L). Le phosphate est 
ensuite eLimine par deux Lavages successifs a L*eau permutee. 

Le broyat est aLors acidifie par une soLution d*acide 
acetique a 1Q La quantite d'acide acetique etant de 5 % par 
rapport au coLLagene. Le broyat est aLors maLaxe afin d'obtenir une 
10 pate homogene. Cette pate est ensuite diLuee pour obtenir un geL 
ayant une concentration de 0,75 % en coLLagene natif. 

B - Preparation du chondroitine*'4-suLf ate 

Des cLoisons nasaLes d'agneau debarrassees des tissus 
muscuLaires et adipeux sont hachees et broyees par extrusion a 
travers une griLLe comportant des trous de 4 mm ; Le broyat est 
pLace pendant 24 h a une temperature de 6°C dans un tampon de 
chLorure de potassium (11,8 g/L de KCL, 78,8 mg/L de cysteine, ETDA 
180 mg/L) renfermant 1 % de papaine "MERCK". La proportion etant de 
130 g de broyat pour 1 L de tampon. 

Le surnageant est separe du cuLot par cent ri fugat ion en 
continu a L'aide d*une decanteuse tournant a 4 000 tr/min. Au 
surnageant, sont aLors ajoutes 40 g/L d'acide t richLoracetique. Le 
precipite est elimine par cent ri fugat ion en continu seLon La 
technique precedente. Le surnageant est neutraLise a L*aide de 
soude en pastiLLe. Le melange est aLors diaLyse contre de L*eau 
desionisee et steriLe a L'aide de boyaux dont Le seuiL de coupure 
est compris entre 6 000 et 8 000 daltons. La soLution diaLysee est 
LyophiLisee. Le chondroitine-4-suLf ate est obtenu a L'etat sec. 

C - Preparation de L'eponge coLLagene chondroitine-4--suLfate 

A 1 L de geL a 0,75 % de coLLagene, sont ajoutes 1,87 g 
de chondroitine-4-suLf ate. Apres neutralisation, Le melange est 
agite puis LyophiLise- L'eponge obtenue est pressee pendant 15 s 
35 sous une pression de 150 bars. 



15 



20 



25 



30 



9 



2679778 



0 - Preparation de la membrane mixte 

Le get de coLlagene a 1 % est couLe sur L'eponge compri- 
mee h L'aide d'une fiLiere dont La section a une hauteur de 
0,3 cm. 10 ml de geL sont deposes sur 35 cm^ d*eponge. La membrane 
05 ainsi realisee est sechee a I'air Libre. 



E - Reticulation chimique de la membrane 

La membrane s^ch^e. est incubee pendant 24 h a 4^C dans 
une solution de DMF contenant 0,5 % de DPPA, La concentration etant 

10 exprimee en volume. Le DPPA est elimine de La membrane par rin^age 
dans une solution de tampon borate pH 8,9 (tetraborate de sodium 
0,04 acide borique 0^04 M). La membrane est alors incubee 
pendant 15 h dans la solution tampon borate pH 8,9, puis rinc^e 
5 fois a I'eau desionisee avant d'etre placee dans une solution 

15 aqueuse de glycerol a 10 %. 

La membrane est ensuite sechee ^ I 'air et sterilisee par 
radiation Y a une dose de 25 kGy Ckilogray). Les temperatures de 
debut et de fin de denaturation du coLlagene de cette membrane 
sont respectivement 60 et 85°C. 

20 Les membranes selon L' invention peuvent etre utiLis^es 

comme un materiau de regeneration tissuLaire guide, de preference 
en chirurgie dentaire pour realiser par exempLe Le comblement des 
poches parondontales, Le, rehaussement des cretes maxi LLo-mandibu*- 
laires. La regeneration osseuse peri implantai re. 

25 Les poches parondontales sont des pertes osseuses 

dentaires peri radi culai res secondaires a une attaque bacterienne 
des tissus de soutien de la dent. 

ELLes sont caracterisees par une perte de La substance 
osseuse norroalement presente autour de La racine de La dent et qui 

30 a pour mission de La soutenir sur La machoire. 

Dans ce cas, pour utiliser La membrane de coLLagene, Le 
praticien realise un Lambeau d*epaisseur totale pour exposer La 
Lesion osseuse. IL applique La membrane sur L'os de facon k recou- 
vrir compLetement Le defaut et i avoir un Leger depassement coro^ 

35 naire. IL referme enfin Le Lambeau en Le suturant de fa^on a 
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Laisser depasser tres Legerement La membrane dans Le sulcus. 

LMntervention peut etre egaLement r^aLisee avec L'empLoi 
concomroitant de biomateriaux et combLement osseux. Cette technique 
permet une reparation des tissus leses en 4 a 8 mois. 

05 L'edentation d'une zone buccale s'accompagne souvent de 

pertes osseuses importantes. Le chirurgien peut recuperer ces 
pertes en employant la membrane sur I'os de fa^on a recouvrir et 
deborder la perte, en prenant soin de donner k l*espace a recons- 
truire entre la membrane et I'os la forme souhaitee pour la recons- 

10 truction et au besoin de maintenir cette forme par I'emploi sous- 
jacent a la membrane d*un materiau compatible avec la repousse 
osseuse. II referme enfin soigneusement le lambeau pour obtenir une 
reconstruction en 4 § 8 mois. 

L' implantation chirurgicale de racines metalliques arti- 

15 ficielles biocompatibles ou implants dentaires dans I'os des 
machoires edentees est une technique largement utilisee en 
chirurgie dentaire- 

II arrive souvent que ces implants soient poses dans des 
conditions qui ne leur permettent pas d'etre en contact avec I'os 

20 sur toute leur surface radiculaire, cet os manquant a certains 
endroits. 

Cette fois encore, I'emploi de membranes de collagene va 
permettre au chirurgien de reparer le defaut osseux contigu a 
I'iraplant. 

25 II lui suffira dans ce cas de recouvrir la zone osseuse 

ou est pose I* implant avec une membrane, avant de refermer le 
lambeau leve en debut d' intervention pour obtenir une parfaite 
osteintegration de L' implant en 3 a 6 mois. 

La presente invention couvre tous les moyens consistant 

30 en des equivalents techniques des moyens decrits ainsi que Leurs 
di verses combinaisons. 

Par ailleurs, I' invention couvre toute caracteristique 
qui apparait etre nouvelle relativement a un etat de la technique 
quelconque, qui resulte de la description precedente prise dans son 

35 ensemble. 
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REVENDICATIONS 

1. UtiLisation de coUagfene reticuLe par un agent de 
reticulation, pour La fabrication d"une membrane de regeneration 
tissuLaire guidee suturabLe, biocompatible a resorption lente. 

2. Utilisation seLon la revendication 1, caracterisee en 
ce que le collagene de depart est a I'etat coagule par suite d'une 
coagulation d'un gel de collagene par un agent coagulant. 

3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caracte- 
risee en ce qu'il s'agit de collagene natif, en particulier de type 
I ou de type III. 

4- Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caracte- 
risee en ce qu'il s'agit d'atelocollagene. 

5. Utilisation selon I'une des revendication 1^4, 
caracterisee en ce que le collagene, ou I'atSlocollagene est 
melange a un glycosaminoglycanne. 

6. Utilisation selon I'une des revendi cations 1 a 5, 
caracterisee en ce que le taux de reticulation est prevu pour 
obtenir une augmentation d'au moins 15°C dans la temperature de 
denaturation du collagene reticule par rapport au collagene natif, 
et encore mieux d'au moins 20°C. 

7. Utilisation selon l*une des revendications 1 a 6, 
caracterisee en ce que I 'agent de reticulation est le diphenylphos- 
phorylazide, en abrege DPPA. 

8. Membrane de regeneration tissulaire guidee suturable, 
biocompatible a resorption lente, comprenant du collagene, caracte- 
risee en ce que le collagene estreticule par un agent de reticula- 
tion. 

9. Membrane selon la revendication 8, caracterisee en ce 
que le collagene est tel que defini a I'une des revendications 2 h 
7. 

10. Membrane selon la revendication 8 ou 9, caracterisee 
en ce qu'elle comprend au moins deux couches, une premiere couche 
de collagene reticule, et une deuxieme couche d'un melange de 
collagene ou d' ate loco llagene et de glycosaminoglycanne reticule. 
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11. Precede de coagulation de coLLagene pour La prepara- 
tion de coLLagene coagule selon L*une des revendi cations 2 k 7^ 
caracterise en ce qu'on coaguLe un geL de coLLagene par un agent 
coaguLant comprenant une solution ammoniacaLe^ ayant de preference 

05 un effet deshydratant. 

12. Proc^de selon La revendication 11^ caracterise en ce 
que La solution ammoniacale est realisee avec un soLvant comprenant 
de L' acetone^ a effet deshydratant. 

13. Procede selon La revendication 12, caracterise en ce 
10 que La proportion relative acetone/ammoniac, en volume, est 

comprise entre 50/50 et 80/20, de preference d'environ 70/30. 

14. Procede selon I'une des revendi cations 11 a 13, 
caracterise en ce que, lorsque les quantites de gel a coaguler sont 
trop importantes, on realise un renouvellement de La solution 

15 coaguLante en cours de coagulation. 

15. Procede selon L'une des revendi cations 11 a 14, 
caracterise en ce que le gel est coule a travers une filiere de 
section et de forme appropriees, en parti culier de section 
rectanguLaire pour obtenir un film. 
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